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RESUMEN 
 
La nanotecnología ha contribuido al desarrollo de nuevas modalidades 
terapéuticas para el tratamiento del cáncer, entre otras enfermedades. Se usan 
nanopartículas (NPs) como portadores para el suministro eficiente de 
compuestos bioactivos a los sitios de acción deseados. En particular, las 
nanopartículas de oro (NPAu) se han utilizado para la liberación de fármacos 
controlada espacialmente, porque aumentan la selectividad y previenen efectos 
secundarios adversos. Las NPAu tienen la capacidad de absorber la radiación 
electromagnética y disipar la energía localmente (nanométricamente). Esto 
facilita la llamada "cirugía molecular", en la que las células malignas se eliminan 
selectivamente, y también permite la liberación de un compuesto antitumoral en 
un sitio específico en el cuerpo. 
Esta alta absorción de energía resulta de la interacción de NPAu con radiación 
electromagnética que causa la oscilación coherente de electrones en la 
superficie de la nanopartícula (NP), que es un fenómeno conocido como 
resonancia de plasmón de superficie (SPR) (SPR; del inglés Surface Plasmon 
Resonance). La SPR ocurre a diferentes longitudes de onda y depende de la 
forma, tamaño y composición de NPAu.  
Las nanobarras de oro (NPAu-b) presentan bandas SPR en longitudes de onda 
del infrarrojo cercano (NIR). 
Aunque se ha demostrado el uso de NPAu junto con la radiación NIR para el 
control espacial y temporal de la liberación del fármaco, una limitación importante 
es que los fármacos utilizados no estuvieran unidos covalentemente a NPs y por 
lo tanto pudieran ser liberados abruptamente en cualquier parte del cuerpo 
causando efectos indeseables (por ejemplo, efectos secundarios en la terapia 
antitumoral). 
El objetivo de esta unidad de investigación es el de obtener NPAu-b 
multifuncionalizadas con tres péptidos; TAT, DV3 y BH3. El péptido TAT es 
viii 
 
capaz de penetrar membranas, mientras que el péptido DV3 se une a un receptor 
ubicado en las células tumorales y finalmente el péptido BH3 que tiene actividad 
antitumoral, el cual fue unido covalentemente a la superficie de la NPAu-b 
usando un espaciador del tipo Diels-Alder. Las NPAu-b multifuncionalizadas 
fueron irradiadas produciendo una reacción retro Diels-Alder liberando el péptido 
antitumoral BH3 (figura 1) 
 
 
Figura 1: Esquema general de la liberación del péptido antitumoral BH3 mediante la irradiación láser 
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ABREVIATURAS 
NP: Nanopartícula 
NPs: Nanopartículas   
NPAu: Nanopartículas de oro  
NPAu-b: Nanobarras de oro 
CTAB: bromuro de hexadeciltrimetilamonio  
Au: oro 
AgNO3: nitrato de plata 
SPR: Resonancia de plasmón de superficie (SPR; del inglés Surface Plasmon 
Resonance) 
NIR: Longitudes de onda cercano al infrarrojo 
DLS: Dispersión dinámica de la luz (DLS; del inglés Dynamic light scattering)  
EPR: Efecto del aumento de la permeabilidad y retención (EPR; del inglés 
Enhanced Permeability and Retention) 
FR: Receptor de folato 
SPPS: Síntesis de péptidos en fase sólida  
Nα: α-amino 
Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonilo 
Boc: tertbutiloxicarbonilo 
DMF: N,N-dimetilformamida 
TFA: ácido trifluroacetico 
HF: ácido fluorhídrico 
PS: poliestireno 
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PEG: polietilenglicol 
DCC: N,N-diciclohexilcarbodiimida 
DIC: N,N-diisopropilcarbodiimida 
EDC: 1-etil-3-(3´-dimetilaminopropil)carbodiimida 
HPLC: Cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC; del inglés high performance 
liquid cromatography) 
MS: Espectrometría de masas (MS; del inglés Mass espectrometry) 
diSHA: N,N'-(disulfanediylbis(ethane-2,1-diyl))bis(6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-
pyrrol-1-yl)hexanamide) 
MALDI: Desorción e ionización por láser asistida por una matriz (MALDI; del 
inglés matrix-assisted laser disorption ionization) 
DIEA: diisopropiletiamina 
DCM: diclorometano 
HAuCl4•H2O: ácidotetracloroaúrico monohidratado  
NaBH4: borohidruro de sodio 
C6H8O6: ácido ascórbico  
CTAB: bromuro de hexadeciltrimetilamonio 
HCl: ácido clorhídrico  
HBTU: (2- (1H benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametiluroniohexafluorofosfato) 
TIS: triisopropilsilano 
N-terminal: amino terminal 
C-terminal: grupo ácido carboxílico   
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I. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 La nanotecnología y su importancia en la biomedicina. 
La nanotecnología tiene un amplio campo que ofrece un gran potencial para el 
desarrollo de terapias y metodologías de diagnóstico, la cual está dedicada al 
control de la materia a escala manométrica cuyas dimensiones oscilan entre 1 y 
100 nanómetros denominándose así nanomateriales.1  
Las NPs ofrecen una serie de aplicaciones de gran interés para la biomedicina 
debido a que el tamaño de éstas puede variar desde uno a decenas de 
nanómetros, lo que las ubica en dimensiones inferiores o comparables a los de 
una célula (10-100 micras), a un virus (20-450 nm), una proteína (5-50 nm) o un 
gen (2 nm de ancho y 10-100 nm de largo) (figura 2). La ventaja de los tamaños 
de las NPs es que podrían acercarse a un objetivo biológico de interés y traspasar 
las diversas barreras celulares a través de mecanismos como la endocitosis o el 
efecto del aumento de la permeabilidad y retención (EPR) (EPR: del inglés 
Enhanced Permeability and Retention) que se da en los tumores.2,3 
 
 
Figura 2. Esquema comparativo del tamaño de NPAu esféricas de 10 nm con respecto a átomos, 
moléculas, virus, bacterias y células. 
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1.2 Nanopartículas de oro. 
Las NPAu poseen excelentes propiedades físicas, químicas y biológicas siendo 
esta última de mayor uso debido a características como tamaño, elevada 
superficie, facilidad de penetración de tejidos y propiedades plasmónicas.4 
Por otra parte, las nanoestructuras metálicas plasmónicas como son las NPAu 
poseen una importante aplicación debido a que pueden absorber radiación 
electromagnética y disiparla localmente, principalmente en forma de calor, 
permitiendo así la destrucción selectiva de células malignas o de agregados 
tóxicos proteicos, esto sin afectar tejidos aledaños sanos.5 Esta capacidad  de 
interacción de las NPAu con la radiación electromagnética se debe a la presencia 
de electrones en la superficie de las mismas, los cuales dependiendo de la 
longitud de onda incidente producen el fenómeno denominado SPR, el cual 
depende del tamaño, forma y composición de la nanopartícula (figura 3). 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. El efecto fototérmico en las NPAu. Luego de ser irradiada (por radiación visible o infrarroja, 
dependiendo de la banda plasmónicas de la nanopartículas), la NPAu absorbe luz (izquierda). La absorción 
de energía lleva a que se produzca una transición electrónica de los electrones de superficie, desde un 
estado basal (So), a un estado excitado (S1). La energía es disipada a zonas contiguas a la nanoestructuras 
en forma de calor en todas direcciones (derecha).6 
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1.3 Síntesis de nanopartículas de oro. 
La síntesis de NPAu-b se realiza mediante una reducción de la sal HAuCl4•H2O 
conocido como el precursor del oro. El HAuCl4 (ácido tetracloroáurico), es 
ampliamente utilizado en la síntesis de las NPAu. Por lo cual al momento que 
interactúe este precursor el oro se va haber afectado pasando por distintas 
etapas de oxidación, el Au (III), el Au (I) como especie intermediaria hasta llegar 
a la etapa de Au (0). Este tipo de NPAu-b se encuentran estabilizadas con 
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) que es utilizado como un surfactante 
catiónico que actúa no sólo como agente inductor para el crecimiento de NPAu-
b sino también como estabilizante, formando además una bicapa sobre la 
superficie de las NPAu-b proporcionando cargas positivas a la nanoparticula.7,8 
Por otra parte, para darle la forma y tamaño se utiliza AgNO3.  Este se deposita 
sobre la superficie de las NPAu manipulando la morfología ya sea el largo y 
ancho deseado para estas NPAu-b (figura 4). 
 
Figura 4: NPAu-b cubiertas en su superficie con CTAB formando una bicapa mediante la atracción 
electroestática entre el anión bromuro con el surfactante catiónico. 
 
Las características de las dispersiones de las NPAu son las de un coloide liófobo 
o liofóbico. Esto significa que la dispersión es termodinámicamente inestable, a 
diferencia de lo que ocurre en un coloide liofílico donde la dispersión es más 
estable que los componentes. Esto significa que, eventualmente, se observará 
separación de las fases, es decir, las NPAu se agregarán o coagularán. Sin 
embargo, la velocidad de separación de las fases puede ser infinitamente lenta. 
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1.4 Potencial zeta (Z). 
El potencial Z, es la diferencia de potencial entre el medio de dispersión y la capa 
estacionaria de fluido unido a la partícula dispersada. El potencial Z da cuenta 
de la carga eléctrica neta contenida dentro de la región limitada por el plano de 
deslizamiento, y también depende de la ubicación de ese plano. Por lo tanto, es 
ampliamente utilizado para la cuantificación de la magnitud de la carga. 
El potencial Z es un indicador clave de la estabilidad de las dispersiones 
coloidales. La magnitud del potencial Z indica el grado de repulsión electrostática 
entre las partículas adyacentes, con carga similar en una dispersión. Cuando el 
potencial Z es pequeño, las fuerzas de atracción pueden superar esta repulsión 
y la dispersión se pueden romper y flocular . Por lo tanto, los coloides con alto 
potencial zeta (negativo o positivo) se estabilizan eléctricamente mientras que 
los coloides con bajos potenciales zeta tienden a coagular (figura 5). 
En general, las partículas dispersas en un sistema acuoso adquieren una carga 
superficial. En el caso de las NPAu-b es generado por los átomos de oro (I) 
residuales que se encuentran en la superficie y por la adsorción del CTAB, 
confiriendo a las NPAu una carga resultante positiva. 
 
 
Figura 5: Potencial Z. El plano de corte está representado por el circulo gris, y la letra C. La línea roja 
representa el radio de la partícula. Sobre la línea verde, K-1 es la longitud de Debye, y el potencial Z es el 
potencial eléctrico a la distancia C. 
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1.5 Plasmón de superficie. 
Las disoluciones coloidales de las NPs principalmente de oro, plata y cobre han 
llamado mucha la atención desde hace muchos siglos debido al intenso color que 
éstas presentan. Esta propiedad ha sido estudiada por muchos científicos y fue 
Gustav Mie quien, resolviendo las ecuaciones de Maxwell, con las adecuadas 
condiciones límites para esferas, atribuyó este color a la interacción de las 
nanopartículas con la radiación electromagnética.9.10 Al interaccionar las 
nanopartículas metálicas con un campo electromagnético se genera una 
oscilación (misma frecuencia) entre los electrones de la banda de conducción del 
metal y la radiación electromagnética incidente (Figura 6). Esta oscilación es 
conocida como SPR y genera una intensa banda de absorción detectable 
mediante espectroscopia UV-visible, en la zona del visible. 
 
 
 
 
 
               
 
 
 
 
 
Figura 6: Esquema de la interacción de la radiación electromagnética con las nanopartículas. a) Un dipolo 
oscila en fase con el campo eléctrico de la luz incidente. b) Banda de absorción en ~520nm como 
consecuencia de la oscilación del dipolo. 
 
 
Como se observa en la figura 6, al interaccionar un campo electromagnético con 
la nanopartícula, esta última se polariza generando oscilaciones del tipo dipolar 
y/o multipolar. El máximo de absorbancia del SPR es dependiente del tamaño de 
la nanopartícula. Así, en nanopartículas con diámetros mayores a 20 nm la 
contribución de modos de mayor orden (dipolo, cuadrupolo, etc.) generan un 
desplazamiento batocrómico de la banda de absorción, esto ocurres ya que las 
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nanopartículas de mayor tamaño no pueden polarizarse homogéneamente. Para 
este tipo de nanopartículas el fenómeno de dispersión comienza a ser importante 
dentro del fenómeno global de extinción de la luz.11 Para las NPAu de diámetro 
menor a 20 nm sólo las contribuciones de los modos dipolares afectan al 
fenómeno de extinción11. En este caso, el máximo de absorbancia también se ve 
afectado por el tamaño de la nanopartícula. A medida que disminuye el tamaño 
de la NP la absorción del SPR sufre un desplazamiento hipsocrómico. 
El SPR de la NP depende de la forma, del tamaño, de la composición del metal 
del cual están formadas y también de las propiedades del medio que las rodea. 
Es importante destacar que la dispersión en el tamaño de las partículas reales 
(en oposición a las calculadas) produce un ensanchamiento en la banda de 
absorción al visible. 
 
 
1.6 Plasmón superficial y espectroscopia UV-vis 
Entre las técnicas más utilizadas para caracterizar las nanopartículas de oro se 
encuentra la espectroscopia UV-visible. 
Las NPAu esféricas tienen un solo pico en el SPR, en la región visible alrededor 
de los 520 nm,12 en contraste las NPAu-b las cuales presentan características 
ópticas especiales debido a su forma presenta dos bandas de SPR 
características que corresponden a una dirección transversal (eje corto) 
correspondiente a 520 nm y una dirección longitudinal (eje largo) correspondiente 
a 778 nm.13 (Figura 7) 
La región longitudinal tiene la característica de absorber en la ventana biológica, 
que es un tramo en el espectro donde las moléculas presentes en los tejidos no 
absorben, por lo cual no se verán afectadas. 
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Figura 7: Espectroscopia UV de los NPAu-b respecto al ancho y al largo. 
 
 
1.7 Dispersión Dinámica de la Luz (DLS) para la caracterización de            
nanopartículas. 
La dispersión dinámica de la luz (DLS) (DLS; del inglés Dynamic light scattering) 
es una técnica utilizada para medir el tamaño de las partículas (figura 8), por lo 
general, en la región sub-micrométrica. El DLS mide el movimiento browniano 
relacionándose el mismo con el tamaño de las partículas determinándose la 
dispersión de la luz por la interacción de la misma con las partículas. El 
movimiento browniano, es el movimiento aleatorio de las partículas debido a los 
choques dados por las moléculas del solvente que las rodean. La DLS tiene que 
ver con la medición de las partículas suspendidas en un líquido. Cuanto más 
grande sea la partícula, más lento será el movimiento browniano. Las partículas 
más pequeñas son “chocadas” por las moléculas de disolvente y se mueven con 
mayor rapidez. La velocidad del movimiento browniano se define por una 
propiedad conocida como el coeficiente de difusión (D) siendo necesario conocer 
la viscosidad de la muestra. 
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Figura 8: Representación del diámetro hidrodinámico de una nanopartícula metálica de oro. 
 
 
1.8 Direccionamiento para la utilización de nanopartículas de oro en 
aplicaciones biomédicas. 
Las NPAu tienen un gran campo de interés en aplicaciones biomédicas debido 
a su tamaño. Esta ventaja en tamaño hace que puedan traspasar diversas 
barreras biológicas a través de distintos mecanismos ya sea endocitosis o el 
efecto EPR como es en el caso de tumores. 
 Los tumores presentan irregularidades en los endotelios vasculares y un 
reducido drenaje de la sangre lo que permite que exista retención de las NP en 
comparación a la que se produce en los tejidos sanos.14 Esto permite un 
direccionamiento pasivo de fármacos que se encuentran unidos a dichas NP 
(figura 9).  
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Figura 9: Esquema de la acumulación de nanopartículas y del direccionamiento pasivo mediado por dichas 
nanopartículas (efecto EPR).15 
 
 
1.9 Uso de biomoléculas para el direccionamiento activo de las 
nanopartículas hacia las células tumorales. 
El uso de biomoléculas unidas a NP ha permitido que estas lleguen 
selectivamente a células tumorales debido a los receptores sobreexpresados en 
dichas células. La endocitosis mediada por receptores es una característica 
importante que tienen todas las células debido a que ciertos receptores son 
específicos y sólo se encuentran en algunas células. La cual las hace específicas 
al momento de entrar al citoplasma mediante una invaginación y no adherirse en 
otros sitios. Un ejemplo de ellos es el receptor de folato (FR) que se encuentra 
sobreexpresado en células tumorales de ovario, pulmón, mama, endometrio y 
riñón. Por consiguiente, este receptor tiene una característica fundamental que 
lo hace más específico y llamativo para su diagnóstico Se ha diseñado un 
sistema formado por nanoclusters de oro con ovoalbúmina y biopolímeros 
marcados con folatos en donde se logró aumentar la endocitosis mediados por 
FR. Según lo mencionado, se logró aumentar la llegada de estos 
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nanoconjugados a las células tumorales utilizando el mecanismo de endocitosis 
mediada por receptores como una estrategia de direccionamiento activo.15-16 
 
 
Figura 10: Esquema de la vía por endocitosis mediada por el receptor folato permitiendo así un 
direccionamiento activo hacia células tumorales. 
 
 
La secuencia DV3 cuya secuencia es LGASWHRPDK es un ligando para el 
receptor CXCR4, el cual se encuentra sobreexpresado en más de 20 tipos de 
cáncer, entre ellos cáncer a la próstata, mama, páncreas, carcinoma pulmonar.17 
Liu et. al. sintetizaron una molécula que contenía en su secuencia peptídica el 
fragmento DV3, el fragmento TAT, y la secuencia BH3 logrando así de manera 
eficaz el efecto activo antitumoral frente al cáncer del colon.17 El péptido TAT ha 
sido empleado para favorecer la penetración de diferentes fármacos siendo su 
secuencia YGRKKRRQRRR. Este péptido corresponde al dominio principal de 
la proteína de transcripción, originaria del virus de inmunodeficiencia humana 
1(HIV-1)18 en donde se ha demostrado que tiene la capacidad de transportar 
moléculas al interior de las células con una mayor efectividad a través de 
macropinocitosis.  
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1.10 Uso del péptido BH3 como agente antitumoral en la terapia contra el            
cáncer. 
La apoptosis o muerte celular programada ha sido de gran interés al momento 
de hablar sobre cáncer ya que juega roles importantes para el desarrollo de 
terapias químicas.19 En este contexto surge la idea de utilizar el péptido BH3 en 
donde es un dominio importante de la proteína PUMA (p53 upregulated 
modulater of apoptosis). Esta proteína en circunstancias normales se encuentra 
en bajas concentraciones, pero puede ser inducida por p53 o por daño del ADN. 
Por otra parte, se ha señalado que la pérdida de expresión de proteínas que 
contienen este dominio pueden contribuir a la aparición de tumores, tales como 
gliomas, neuroblastomas, carcinoma de seno, pulmón, colon, entre otros.19 
Por otra parte, si bien se ha reconocido el potencial uso como antitumoral de este 
péptido BH3, resulta necesario dirigir su actividad hacia las células cancerosas, 
debido a su actividad antitumoral se produce a nivel de citoplasma por lo que se 
requiere favorecer el ingreso de éste a través de la membrana celular. Si bien 
hay una alta eficacia y seguridad en el uso de péptidos, éstos aún presentan 
desventajas, tales como una pequeña vida media in vivo, debido a la 
degradación causada por proteasas y también por su rápida eliminación a nivel 
renal. Por lo tanto, la mejora de estos factores es altamente deseable para 
incrementar sus propiedades terapéuticas, sin la necesidad de altas dosis y una 
frecuente administración. 
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1.11 Síntesis química de péptidos. Principios generales. 
La introducción de la síntesis de péptido en fase sólida (SPPS) (SPPS; del inglés 
Solid Phase Peptide Synthesis). En 1963 por Merrifield B.20 revolucionó el campo 
de la química de péptidos y de sus aplicaciones. Con esta metodología y su 
automatización, el tiempo requerido para la síntesis de péptidos disminuyó 
considerablemente. La SPPS consiste en acoplar covalentemente el aminoácido 
por el extremo ácido carboxilo (C-terminal) de la secuencia peptídica a un 
soporte insoluble y alargar la cadena dependiendo del largo del péptido a 
sintetizar con la incorporación de los aminoácidos protegidos a través de pasos 
sucesivos de acoplamiento y desprotección del grupo α-amino (Nα). En la figura 
11 se presenta el esquema general empleado para la SPPS. Se utiliza un 
sistema de protección en los aminoácidos para lograr alta especificidad en la 
síntesis, una protección temporal para el grupo Nα, la que se elimina en cada 
paso de desprotección y una protección permanente para los grupos protectores 
que se encuentran en las cadenas laterales de los aminoácidos, la cual se 
elimina al final de la síntesis. El empleo de un exceso de reactivos garantiza la 
alta eficiencia de cada reacción, los reactivos no consumidos se eliminan 
fácilmente mediante procesos de lavados y filtraciones al vacío21. Cuando se 
completa la secuencia peptídica, los grupos protectores de las cadenas laterales 
se eliminan y el péptido se separa del soporte sólido (proceso de escisión). 
Existen dos métodos generales para la SPPS, la síntesis secuencial y la síntesis 
convergente.22 La síntesis secuencial (figura 11) es el método más eficiente para 
obtener péptidos que no excedan los 40 aminoácidos. La síntesis convergente 
se utiliza para obtener péptidos más largos.23,24 
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Figura 11: Esquema general de la síntesis de péptidos en fase solida (SPPS). 
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1.11.1 Metodología de síntesis de péptidos en fase sólida. Esquemas 
de protección. 
La selección del grupo protector Nα de los aminoácidos (protección temporal) 
determina la selección de los grupos protectores de las cadenas laterales 
(protección permanente) así como del espaciador y del enlace a la resina. En la 
actualidad existen varios grupos Nα-protectores, los más populares son el grupo 
tert butiloxicarbonilo (Boc) que es lábil en medio ácido y el grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) que es lábil en medio básico (figura 12). 
Existen dos estrategias generales para la síntesis, la estrategia Boc bencilo 
(Boc/Bzl)25,26 y la estrategia Fmoc-tert-butilo (Fmoc/tBu).27,28 En este trabajo se 
ha inclinado por utilizar la estrategia Fmoc/tBu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Grupos más utilizados para la protección temporal del grupo α-amino. Boc (grupo tert-
butiloxicarbonilo) y Fmoc (fuorenilmetiloxicarbonilo). 
 
 
1.11.2  Estrategia Fmoc/tBu.  
La estrategia Fmoc/tBu emergió como el ejemplo de un esquema de protección 
ortogonal donde la eliminación de los grupos protectores se logra en orden 
diferente y por diferentes mecanismos.27 La estrategia Fmoc/tBu es ortogonal en 
dos dimensiones: eliminación del grupo Fmoc por una base y desprotección de 
las cadenas laterales/escisión del péptido de la resina por ácido trifluoroacético 
(TFA) (TFA; del inglés Trifluoro Acetic acid)  La ortogonalidad puede extenderse 
a tres o cuatro dimensiones (figura 13), al usar grupos protectores más 
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especializados y espaciadores que se eliminen con el empleo de Pd0, luz 
ultravioleta, tioles, iones metálicos, hidracina u otros mecanismos29,30. Estos 
esquemas ortogonales permiten la eliminación independiente de los grupos 
protectores, es posible la síntesis de moléculas más complejas21. Los esquemas 
ortogonales de protección son menos agresivos, ya que basa la desprotección 
selectiva en mecanismos alternativos, en lugar de velocidades de reacción.21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Esquema ortogonal representativo para la estrategia Fmoc/tBu con el uso de una resina 2-
Clorotritilo. Las flechas señalan los sitios de corte de la piperidina y ácido trifluoroacético (TFA) para eliminar 
las protecciones temporales y permanentes introducidas durante la SPPS. 
 
 
En la estrategia Fmoc/tBu, el grupo protector Fmoc se elimina eficientemente por 
tratamiento con aminas secundarias, pero también se pueden emplear aminas 
primarias o terciarias. La más empleada es una disolución entre 20-50% de 
piperidina en dimetilformamida (DMF) o una disolución de 2% de 1,8-diazabiciclo 
(5,4,0)undec-7-eno (DBU) en DMF con 2% de piperidina.28 En la protección de 
las cadenas laterales de los aminoácidos se utiliza fundamentalmente grupos del 
tipo tert-butilo (uretano, éster y éter). También se emplea el grupo tritilo (Trt), el 
2,2,5,7-pentametilcroman-6-sulfonilo (Pme), 2,4,6-trimetoxibencilo (Tmob) entre 
otros grupos protectores específicos.31 
La eliminación de todos estos grupos se realiza con TFA en presencia de agentes 
nucleofílicos, como el triisopropilsilano (TIS) (TIS: del inglés TriIsopropylSilane), 
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que capturan los carbocationes generados en el proceso. No es necesario el uso 
de ácidos fuertes, ya que el tratamiento con TFA es suficiente para eliminar los 
grupos protectores y separar el péptido del soporte sólido (resina). Existen otros 
grupos protectores, como el Acm (acetamidometilo) y el aliloxicarbonil (Alloc) que 
son compatibles con la estrategia Fmoc/tBu, pero no son estables a las 
condiciones de la escisión y pueden ser eliminados antes o después de la 
escisión.32 El Alloc se elimina mediante una reacción de transferencia del grupo 
alilo a un nucleófilo catalizado por Pd0. 
 
 
1.11.3  Soporte sólido. 
Las ventajas fundamentales de la SPPS respecto a la síntesis en disolución están 
dadas por la presencia de un soporte polimérico insoluble, el cual permite la fácil 
separación de los solventes y reactivos por simples procesos de filtración o 
centrifugación. Para que un soporte sólido sea útil en la SPPS debe ser inerte a 
todos los reactivos y disolventes utilizados en la síntesis, debe tener alta 
capacidad de expandirse y contraerse, ser altamente poroso y debe ser posible 
su modificación química, de forma tal que el aminoácido correspondiente al C-
terminal del péptido pueda acoplarse al soporte por un enlace covalente. 
 Desde la introducción del soporte de poliestireno entrecruzado con 2% de 
divinilbenceno, se han desarrollado una gran variedad de soportes sólidos que 
han tenido impacto en la síntesis de secuencias peptídica en fase sólida. Los 
soportes “tipo gel”, tales como las resinas de poliestireno (PS), las resinas de 
poliacriamida y las resinas basadas en polietilenglicol (PEG), son los más 
empleados para la SPPS. Se caracterizan por tener los grupos funcionales 
uniformemente distribuidos a través de la red polimérica lo cual es importante 
para la síntesis de péptidos. El nivel de funcionalización del soporte puede 
ajustarse para lograr buena eficiencia en la síntesis y alto rendimiento final del 
péptido. La red polimérica es flexible y se puede expandir o contraer para 
acomodar el péptido en crecimiento dentro del gel. Se han propuesto y evaluado 
otros tipos de soportes, tales como fibras de celulosa (algodón y papel). 
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1.11.4  Resinas de poliestireno. 
Los soportes sólidos basados en PS, (figura 14) son los más utilizados en la 
SPPS. Son resinas sintéticas preparadas por copolimerización de estireno con 1-
2% de divinilbenceno. Estas resinas tienen una alta estabilidad mecánica y se 
expanden en disolventes como tolueno y diclorometano (DCM). Además, pueden 
incluir una gran variedad de grupos funcionales. Tienen suficiente estabilidad 
mecánica para permitir la rápida filtración al vacío. Se pueden obtener con un 
grado de sustitución de 0.3 a 1.6 mmol de grupos funcionales/g de resina.26  
 
Figura 14: Resinas de poliestireno (PS) para la síntesis de péptidos en fase sólida. 
 
 
La resina cloruro de 2-clorotritilo es una resina de PS. Es ideal para péptidos con 
terminación C-terminal ácido. Se puede utilizar además para anclar imidazoles, 
alcoholes, fenoles, aminas, PEG-amino, hidroxilaminas. La incorporación del 
primer aminoácido se produce por sustitución nucleofílica lo que minimiza la 
racemización y la formación de Dicetopiperazina (DKP) (DKP; del inglés 
Diketopiperazine). En este trabajo se ha utilizado esta resina para la síntesis 
de los péptidos. 
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1.11.5  Ensamblaje de la secuencia peptídica. Acoplamiento del primer 
aminoácido al soporte sólido. 
La unión entre el péptido y la resina debe ser estable frente a los tratamientos 
para eliminar el grupo protector que está en el Nα y así acoplar el aminoácido en 
cada ciclo de síntesis, pero a su vez debe tener una labilidad tal que permita la 
separación final del péptido sin que dañe la secuencia aminoacídica26. El 
acoplamiento generalmente se logra mediante un enlace éster o amida entre el 
aminoácido del extremo C-terminal de la secuencia y la resina, de manera que 
permita la liberación del péptido con su extremo C-terminal en forma de ácido o 
de amida. El procedimiento más simple es acoplar el primer aminoácido 
directamente al soporte sólido funcionalizado o a través de un espaciador. Los 
espaciadores son compuestos bifuncionales que aportan mayor flexibilidad y 
amplían el rango de aplicación de las resinas a nuevas reacciones y disolventes. 
Pueden diseñarse de forma tal, que modifiquen las propiedades de la unión 
péptido-resina, la cual puede hacerse más o menos lábil a los reactivos en 
dependencia del tipo de síntesis que se va a desarrollar. Entre los espaciadores 
más utilizados se encuentran los de tipo BAL, el AM [ácido 4-(2,4-
dimetoxibencidril) fenoxiacético] y el PAL [ácido 5-(4-aminometil-3,5- 
dimetoxifenoxi) pentanoico] 26 
 
 
1.11.6  Métodos de acoplamiento de los aminoácidos. 
Los métodos de acoplamiento han tenido un desarrollo acelerado debido a la 
necesidad de preparar secuencias largas o incorporar aminoácidos no-naturales 
impedidos estéricamente.26.29 Las técnicas de acoplamiento deben ser eficientes 
y confiables. Se debe mantener la integridad conformacional cuando el 
componente carboxílico contenga un centro quiral en la posición alfa. Existen dos 
clases de técnicas de acoplamientos, una que requiere de la activación in situ del 
ácido carboxílico y la que emplea una especie activada que ha sido previamente 
preparada, aislada, purificada y caracterizada. 
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1.11.7  Carbodiimidas. 
Las carbodiimidas (figura 15) son los reactivos de acoplamiento más utilizados. 
La N,N´-diciclohexilcarbodiimida (DCC) se emplea principalmente en la estrategia 
Boc/Bzl. La N,N´-diisopropilcarbodiimida (DIC) la cual se utiliza tanto en la 
estrategia Boc/Bzl como Fmoc/tBu y Para la síntesis en disolución se emplea la 
carbodiimida soluble l-etil-3- (3'-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) cuya urea 
es soluble en mezclas de disolventes acuosos.  
 
 
 
 
 
Figura 15: Estructuras de las carbodiimidas más utilizadas en la síntesis de péptidos. (a) N,N 
diciclohexilcarbodiimida (DCC), (b) N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC), (c) l-etil-3-(3'- 
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). 
 
 
El mecanismo de activación con carbodiimida resulta ser un mecanismo complejo 
y extremadamente dependiente del disolvente empleado (figura 16). El primer 
paso consiste en la transferencia de un protón, seguido por la adición del ácido 
carboxílico para formar la O-acilisourea (figura 16 compuesto 1). Este es el 
intermediario reactivo que ataca al grupo amino del aminoácido para formar 
la amida correspondiente. Además, puede experimentar un reordenamiento 
para dar la N-acilurea (figura 16 compuesto 2), la cual es inactiva, o atacar a otro 
ácido carboxílico para formar el anhídrido simétrico (figura 16 compuesto 3). La 
O-acilisourea reactiva puede enolizarse o puede formar la 5(4H)-oxazolona por 
una ciclización intramolecular (figura 16 compuesto 4), lo que provoca la pérdida 
de quiralidad. La 5(4H)- oxazolona sólo se forma si existe un enlace amida vecino 
al grupo carboxílico activado.  
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Figura 16: Mecanismo de formación del enlace amida mediante la activación por carbodiimidas. (1) O-
acilisourea, (2) N-acílurea, (3) anhídrido simétrico, (4) 5(4H)-oxazolona, (5) éster activo. 
 
 
Muchas de las reacciones colaterales que ocurren cuando la activación se realiza 
solamente con carbodiimidas se pueden evitar con la introducción de derivados 
de la hidroxilamina (R’R’NOH) en la mezcla de reacción. Estos compuestos 
interceptan los intermediarios muy reactivos de O-acilisourea, formando un 
agente acilante menos reactivo y más estable, pero que es suficientemente 
potente para permitir la rápida formación del enlace amida.26 
 
 
1.11.8  Caracterización de péptidos sintéticos. 
La metodología más empleada para determinar la pureza de los péptidos 
sintéticos es la cromatografía líquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC) 
en columnas con matriz C18, aunque también se pueden emplear la 
cromatografía de intercambio iónico, la cromatografía de exclusión molecular y la 
electroforesis capilar. La identidad de los péptidos sintéticos se determina por 
espectrometría de masas (MS) (MS; del inglés: Mass spectrometry). Los métodos 
de ionización que más se han empleado para la caracterización de los péptidos 
sintéticos son la ionización por bombardeo con átomos rápidos (FAB) (FAB: del 
inglés Fast atom bombardment), la ionización por electronebulización (ESI) (ESI; 
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del inglés: Electrospray ionization) y la desorción e ionización por láser asistida 
por una matriz (MALDI) (MALDI; del inglés Matrix-Asisted Laser Disorption 
Ionization)  El empleo de la MS permite además la identificación de las impurezas 
peptídicas que se generan durante la síntesis, ya sea la presencia de péptidos 
truncados, péptidos a los que les falta uno o varios aminoácidos, péptidos 
protegidos que se obtienen por un proceso ineficiente de desanclaje y las 
modificaciones debidas a reacciones colaterales. Esta técnica es imprescindible 
para corroborar la ocurrencia de las modificaciones que se introducen de manera 
intencional en un péptido sintético con el objetivo de mejorar sus propiedades 
biológicas. 
 
 
1.11.9  Purificación de péptidos sintéticos. 
La metodología generalizada para la purificación de los péptidos sintéticos es 
RP-HPLC en columnas con matriz de fase reversa C8 y C18. En el proceso de 
purificación se emplean gradientes ascendentes del disolvente orgánico 
(acetonitrilo o isopropanol) en la fase móvil, lo que permite una eficiente 
separación del péptido y sus impurezas. Se emplean ácidos como formadores de 
pares iónicos, como el TFA, el ácido heptafluorbutírico y el ácido acético, cuya 
principal función es formar un par iónico con los grupos amino del péptido lo que 
mejora la resolución y evita la interacción inespecífica con los grupos silanoles 
de la matriz cromatográfica. 
 
 
1.12 Reacciones de Diels-Alder. 
La reacción de adición que sufren los dienos conjugados con ciertos alquenos y 
alquinos se llaman reacciones de Diels-Alder. Esta reacción fue descubierta por 
los químicos alemanes Otto Diels y Kurt Alder en 1928, esta reacción consiste 
en una cicloadición 1,4- en dienos, la versartilidad y utilidad de esta reacción de 
cicloadición en síntesis fue tal que Diels y Alder obtuvieron el premio Nóbel en 
1950.33 A cada una de las especies involucradas en la Reacción de Diels-Alder 
42 
 
se les denomina como: Dieno (dieno conjugado) Dienófilo (alqueno) y Aducto 
(producto de reacción). (figura 17) 
 
 
 
 
Figura 17: Esquema general de una reacción de Diels-Alder para la formación de un aducto. 
 
Cuando el dieno es cíclico, el producto de la reacción de Diels-Alder es un biciclo. 
Los enlaces σ son más fuertes que los enlaces π, favoreciendo energéticamente 
la formación del aducto de Diels–Alder. Algunas reacciones de Diels-Alder son 
reversibles, a estas reacciones se les llama retroreacciones de Diels – Alder (retro 
Diels–Alder). 
El mecanismo propuesto y aceptado, en base a los resultados cinéticos y 
estereoquímicas, implica la formación y rompimiento simultáneos de enlaces en 
el estado de transición, es decir, un proceso concertado (figura 18). 
En el estado de transición de la reacción de Diels-Alder no se generan cargas.34 
 
 
 
Figura 18: Formación y rompimiento de enlaces en el estado de transición para la formación del aducto. 
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1.13 Uso de láser en biomedicina. 
Hoy en día, aprovechando la terapia láser con su luz de alta intensidad, Se utiliza 
para tratar enfermedades como el cáncer Este tratamiento se usa para reducir o 
destruir tumores o crecimientos precancerosos, generalmente para tratar 
cánceres superficiales (aquellos que están en la superficie del cuerpo o en el 
revestimiento de órganos internos) como el cáncer de piel de células basales y 
algunos tipos de cáncer en etapas o estadios muy tempranos.  
Las radiaciones láser están consideradas como una técnica muy característica 
en nanomedicina principalmente enfocada en la resonancia plasmónica de las 
nanopartículas induciéndolas en absorber la radiación electromagnética y 
disiparla en forma de calor. Esto puede ser un uso importante para generar la 
eliminación de células tumorales específicas e incluso en tejidos internos.35 
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II. HIPÓTESIS  
 
La irradiación de NPAu-b, funcionalizadas con el péptido BH3 unido al 
espaciador Diels-Alder y los péptidos TAT y DV3, permite la liberación del 
péptido antitumoral BH3. 
 
III. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivos generales 
1.- Multifuncionalizar NPAu-b con los péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto 
Diels-Alder. 
2.- Producir la liberación del péptido antitumoral BH3 por irradiación con 
láser. 
 
3.2 Objetivos específicos 
1.- Síntesis y caracterización de NPAu-b 
2.- Síntesis y caracterización del péptido TAT. 
3.- Síntesis y caracterización del péptido DV3. 
4.- Síntesis y caracterización del péptido BH3-FAM. 
5.- Unión del péptido BH3-FAM para formar el péptido BH3-aducto Diels-
Alder. 
6.- Funcionalización de las NPAu-b con los péptidos TAT, DV3 y BH3-
aducto Diels-Alder. 
7.- Irradiación de las NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y 
BH3-aducto Diels-Alder con un láser de 808 nm. 
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IV. METODOLOGÍA  
 
4.1 Reactivos, solventes e instrumentación básica  
4.1.1 Reactivos utilizados en la síntesis de NPAu-b 
1.- HAuCl4•H2O (ácido tetracloroaúrico monohidratado, MM:339,79 g/mol, 
99,9%, Sigma-Aldrich) 
2.- C6H8O6, (ácido ascórbico 0,1 M, MM:176,12 g/mol, Sigma-Aldrich) 
3.- NaBH4, (borohidruro de sodio 0,01 M, MM: 37,83 g/mol, Sigma-Aldrich) 
4.- AgNO3, (nitrato de plata 0,01 M, MM: 169,87 g/mol, Sigma-Aldrich) 
5.- CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio 0,1 M, MM: 364,45, Sigma-
Aldrich) 
6.- HCl (ácido clorhídrico 37% pureza MERCK) 
 
4.1.2  Reactivos utilizados en la síntesis de los péptidos TAT, DV3 y 
BH3-boc protegido 
1.- cloruro de 2-clorotritilo 200 mg, carga1,0 -1,6 mmol/g Iris Biotech 
2-. oxima (MM: 142,12 g/mol Iris Biotech) 
3.- DIEA (diisopropiletilamina, MM:129,24 g/mol Sigma- Aldrich) 
4.- DIC (N,N’ diisopropilcarbodimida, MM: 126,20 g/mol, sigma- Aldrich) 
5.- DMF (dimetilformamida, MM:73,09 g/mol, Merck) 
6.- DCM (diclorometano, MM: 84,93 g/mol, Merck) 
7-  ninhidrina (Merck) 
8.- piperidina 20% en DMF (MM: 85,15 g/mol, Merck) 
9.- metanol (MM: 32,04 g/mol, Merck) 
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4.1.3 Reactivos utilizados en la unión del péptido BH3-Boc protegido  
con la furfurilamina. 
1.- furfurilamina (MM: 97,12 g/mol, sigma – Aldrich) 
2.- Péptido BH3-Boc protegido 
3.- HBTU (MM: 379,25 g/mol, Merck) 
4.- DIEA (diisopropiletilamina, MM:129,24 g/mol, Merck) 
 
4.1.4 Reactivos utilizados en la reacción de BH3-aducto Diels-Alder 
1.- Péptido BH3-furfurilamida  
2.- DMF (N,N-dimetilformamida MM:73,09 g/mol Merck) 
3.- Espaciador diSHA. Goñi, M. (2017, mayo,02). Liberación de 
carboxiflureceína unida a nanopartículas por irradiación láser. Trabajo 
presentado en la universidad Andrés Bello, Santiago.   
4.- DIEA (diisopropiletilamina, MM:129,24 g/mol Sigma - Aldrich) 
 
4.1.5 Reactivos utilizados en la funcionalización de las NPAu-b con  los 
péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto Diels-Alders  
1.- NPAu-b  
2.- Péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto Diels-Alder  
3- Agua mili-Q (millpore Merck) 
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4.1.6 Instrumentación básica 
1.- Equipo de filtración al vacío  
2-. Placa calefactora Merck 
3.- Agitadores magnéticos 
4.- Liofilizador 
5.- Rotaevaporador 
6.- Centrifuga z326K, Hermle 
7-  Vortex 
8.- Estufa  
9.- Micropipetas 
10.-Espectrofotométrico Specord s600 
11.-Equipo de agua mili-Q Merck 
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4.2 Síntesis de Nanobarras de oro (NPAu-b). 
Todo el material utilizado para la síntesis de las NPAu-b fue lavado 
minuciosamente con agua regia (ácido nítrico y ácido clorhídrico en proporciones 
1:3) para evitar cualquier tipo de contaminación. El agua utilizada para la síntesis 
de las nanobarras de oro es de calidad Milli-Q. 
 
 
Las NPAu-b se prepararon en tres etapas: 
 
a) Primera etapa: Preparación de las disoluciones. 
Se prepararon las distintas disoluciones que son utilizadas para sintetizar las 
NPAu-b. 
Las disoluciones fueron preparadas en diferentes viales de 5,0 mL y su 
preparación se expone a continuación: 
• Disolución de HAuCl4•H2O 0,01M (3,4mL en 10 mL agua mili Q). 
• Disolución de ácido ascórbico al 0,1M (176 mg en 10 mL agua mili Q). 
• Disolución de NaBH4 al 0,01M (3,9 mg en 10 mL agua mili Q). 
• Solución de AgNO3 al 0,01M (17 mg en 10 mL agua mili Q). 
• Solución de CTAB al 0,1M (1.82 g en 50 mL agua mili Q). 
• Solución de HCl 0,1M (414 µL de ácido 37% de pureza en 50 mL de agua 
mili Q). 
 
b) Segunda etapa: Síntesis de las semillas de oro. 
En un vial ámbar de 50 mL se agregaron 9,75 mL de CTAB 0,1M, luego 250 µL 
de HAuCl4•H2O 0,01M. A esta disolución se le agregó 600 µL de NaBH4 al 0,01M, 
para luego dejar agitando destapado el vial por 30 minutos. Pasado este tiempo 
se tapa el vial y se sigue agitando por 90 minutos más. Posteriormente, se guarda 
la disolución en la estufa a 27°C por 90 minutos (figura 19).  
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Figura 19: Esquema síntesis de las semillas de oro. 
 
c) Tercera etapa: Crecimiento de las semillas de oro. 
En un vial ámbar de 5,0 mL se agregaron 9,5 mL de CTAB 0,1M, 75 µL de AgNO3 
0,01M, 500 µL de HAuCl4•H2O 0,01M, 55 µL de ácido ascórbico 0,1M y 250 µL 
de HCL 0,1M. Esta disolución se dejó agitar vigorosamente por un 1 minuto. 
Finalmente, se le agregaron 12 µL de las semillas previamente sintetizadas en la 
segunda etapa. Luego de esto se dejaron en reposo sin agitación hasta la 
aparición del color rojo (figura 20). 
         
a)                                                                                               b) 
      
Figura 20: a) Esquema de la etapa de crecimiento de NPAu-b. b) La imagen muestra la solución 
resultante de NPAu-b. 
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4.3 Síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS). 
 
4.3.1  Consideraciones generales de la síntesis.  
La síntesis de los tres péptidos se realizó de manera manual en jeringas de 
polipropileno con un filtro de polietileno poroso. Para la agitación se utilizó una 
varilla de teflón. La eliminación de disolventes, reactivos y posibles subproductos 
formados durante la síntesis se realizaron mediante filtración al vacío. El sistema 
utilizado para realizar los lavados por filtración al vacío se muestra en la figura 
21. 
 
                         
Figura 21: Equipo empleado para la síntesis manual de péptidos en fase sólida. Contenedor para la 
síntesis conectado a una bomba de vacío. 
 
 
4.3.2 Seguimientos de las reacciones en fase sólida. 
 
a) Test de ninhidrina. 
El test cualitativo de ninhidrina, desarrollado por Kaiser, es el test más utilizado 
para determinar la presencia o la ausencia de grupos amino libres ya que se trata 
de un test rápido y sencillo mediante el uso de 2 reactivos A y B. 
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Los reactivos A y B se prepararon de la manera que se detalla a continuación: 
Reactivo A: se preparó una disolución en caliente de fenol (40 g) en etanol 
absoluto (10 mL). Por otro lado, se añadieron 2 mL de una disolución de cianuro 
de potasio (65 mg) en agua (100 mL) sobre 100 mL de piridina. A ambas mezclas 
se les añadieron 4 g de resina Amberlite MB-3 y se agitaron durante 45 minutos. 
Seguidamente se filtraron y se mezclaron las dos disoluciones. 
 
Reactivo B: se preparó una disolución de Ninhidrina (2,5 g) en etanol (50 mL).  
Para realizar el ensayo se tomó una pequeña muestra de peptidil-resina resina 
seca (1-2 mg) y se colocó en un tubo de vidrio. Se añadieron 3 gotas de reactivo 
A y 3 gotas de reactivo B. A continuación, se calentó el tubo en la estufa a 110°C 
durante 3 minutos. Pasado el tiempo se enfrió y se observó la coloración que 
había tomado la disolución. Una coloración amarilla indica la ausencia de aminas 
primarias (test negativo), lo que indica que al menos el 95% de los puntos 
funcionales han sido bloqueados. Por el contrario, una coloración azul-verdosa 
(test positivo) indica la presencia de aminas primarias. Es posible, que algunos 
aminoácidos, como la serina, el ácido aspártico o la asparagina no den la 
coloración azul oscuro que se espera cuando existen grupos amino libres. 
 
b) Método de p-cloroanilo. 
El test de cloranilo sirve para la identificación de aminas secundarias, como la 
prolina. El reactivo es una solución saturada de 2,3,5,6-tetracloruro-1,4-
benzoquinona (cloranilo) en tolueno (0,75 mg en 25 ml). 
Se toma una pequeña muestra alrededor de 1 o 2 mg de peptidil-resina en un 
tubo de ensayo Khan. Se adicionan 4 gotas de cloranilo y 1 gota de acetona. 
Luego se agita durante 5 minutos a temperatura ambiente. La coloración azul-
verdosa indica la presencia de aminas secundarias libres dando el test positivo. 
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4.3.3 Incorporación del primer aminoácido a la resina cloruro de 2-
clorotritilo. 
La metodología para el acople del primer aminoácido es la misma para los tres 
péptidos sintetizados TAT, DV3 y BH3-boc protegido. 
La notación de la secuencia de aminoácidos (aa) en un péptido, va de izquierda 
a derecha donde el NH2 es el amino terminal (N-terminal) hasta el grupo ácido 
carboxilo (C-terminal). 
NH2--------aa4-aa3-aa2-aa1--------COOH 
El primer aminoácido que se adiciona a la resina corresponde, según el esquema 
anterior, al aa1 el cual se acopla a la resina por su C-terminal y el grupo N-
terminal se encuentra protegido con el grupo Fmoc. 
Para la síntesis de los tres péptidos TAT, DV3 y BH3-boc protegido se trabajó 
con una jeringa de polipropileno con 200 mg de la resina cloruro de 2-clorotritilo 
considerando que la carga de la resina es de 1 mmol/g de resina. La jeringa es 
conectada al equipo de filtración al vacío (figura 21). 
La resina es lavada inicialmente con 3 mL de DMF y luego DCM alternadamente 
por 3 veces por 1 minuto cada vez, eliminando así todo tipo de interferencias que 
pudiera contener la resina, como también ayudar a que la resina se expanda y 
se comprima para favorecer la limpieza en forma mecánica.  
Una vez lavada la resina se comienza con el acople del primer aminoácido. Cada 
aminoácido se encuentra protegido con el grupo protector Fmoc en el N-terminal. 
Después de cada acople de aminoácidos se debe eliminar el grupo Fmoc para 
dejar el N-terminal libre para poder posteriormente acoplar el segundo 
aminoácido. Esto se repite hasta obtener la secuencia final del péptido.  
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4.3.4 Eliminación del grupo protector Fmoc de los aminoácidos  
La piperidina es una base muy utilizada para la eliminación del grupo protector 
Fmoc debido a su gran eficacia al momento de realizar la síntesis de péptidos. 
Para eliminar el grupo protector Fmoc de los aminoácidos se lleva a cabo la 
siguiente metodología la cual se describe en la tabla 1. Para verificar la 
desprotección del aminoácido se usa el test de Ninhidrina en el caso de aminas 
primarias. 
Tabla 1: Cuadro resumen de las etapas para la eliminación del grupo Fmoc. 
 
 
 
4.3.5 Escisión del péptido de la resina. 
Existen dos formas de escindir el péptido de la resina, esto dependerá de si se 
requiere que el péptido mantenga sus grupos protectores de las cadenas 
laterales de cada aminoácido o si se requiere que el péptido quede totalmente 
desprotegido. 
a) Escisión del péptido de la resina y eliminación total de los grupos 
protectores laterales de cada aminoácido. 
Para escindir el péptido de la resina y la eliminación total de los grupos 
protectores que se encuentran en sus cadenas laterales se utiliza la mezcla de 
95 mL de TFA, 2,5 mL de TIS y 2,5 mL de agua mili-Q.  
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Para este procedimiento es necesario montar un sistema como se muestra en la 
figura 22. La jeringa que contiene a la peptil-resina es conectada a un balón de 
fondo redondo. Sobre la peptil-resina se le adicionó porciones de 2 mL de la 
mezcla ácida por lo cual se debe agitar cuidadosamente con una varilla de teflón 
para poder ir escindiendo la resina y los grupos protectores hasta completar con 
un volumen total de 10 mL. El péptido se va recogiendo en un balón de fondo 
redondo con agitación constante. Una vez recogido se le adiciona 120 μL de TIS. 
 
Figura 22: Esquema de lavado para escindir el péptido de la resina y todos los grupos protectores de las 
cadenas laterales, mediante la adición de mezcla al 95% (TFA/TIS/H2O). 
 
Una vez terminado el lavado, la solución es agitada durante 90 minutos, en caso 
que la secuencia peptídica contenga arginina, por cada una de ella se debe dejar 
60 minutos más. Terminado este proceso la solución se recoge en un tubo falcón 
de 50 mL con 30 mL de dietileter frío para precipitar el péptido. Posteriormente, 
es centrifugado las veces que sea necesario para eliminar la mayor parte de TFA. 
El precipitado se disuelve en acetonitrilo al 10% en agua para después ser 
congelado con nitrógeno líquido y finalmente liofilizado durante un periodo de 2 
a 3 días, dependiendo la cantidad del volumen agregado, para su posterior 
caracterización. 
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b) Escisión del péptido de la resina, manteniendo el total de los grupos 
protectores laterales de cada aminoácido. 
Para escindir el péptido de la resina y mantener la totalidad de los grupos 
protectores laterales de cada aminoácido se utiliza TFA al 1% en DCM. 
El montaje es el mismo mostrado en la figura 22. Una vez instalado el sistema a 
la jeringa que contiene a la peptidil-resina se le adiciona 10 mL de la solución 1% 
de TFA en DCM en porciones de 2 mL agitándose cuidadosamente con la varilla 
de teflón. 
El péptido fue recogido en el matraz de fondo redondo que contiene 50 mL de 
agua y 3 mg de carbonato de amonio con agitación constante. El solvente DCM 
fue eliminado mediante un rotaevaporador quedando un sólido en las paredes. 
El sólido fue disuelto en acetonitrilo al 10% en agua y recogidos en un tubo falcón 
de 50 mL y dos de 15 mL para después ser congelado con nitrógeno líquido y 
finalmente ser liofilizado durante un periodo de 2 a 3 días dependiendo la 
cantidad del volumen agregado, para su posterior caracterización. 
 
 
4.4  Síntesis del péptido TAT. 
Secuencia:  
H2N- Cys-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-COOH 
 
4.4.1 Incorporación del primer aminoácido arginina (Arg) a la resina 
Cloruro de 2-clorotritilo. 
Una vez lavada la resina con DMF y DCM se adicionó 129,8 mg de arginina con 
protección Fmoc de acuerdo a la carga de la resina que fue de 1 mmol/g en un 
tubo falcón de 15 mL disueltos en 2 mL de DMF y 53 μL de diisopropiletilamina 
(DIEA) por 1 minuto. Esta solución se vertió a la jeringa agregando además un 
exceso de 324 μL de DIEA para convertir todo el ácido carboxílico en carboxilato. 
Se dejó en agitación durante 1 hora en un agitador orbital.  
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Una vez pasados los 60 minutos se adicionaron 160 μL de metanol a la jeringuilla 
para bloquear puntos de resina en donde no se haya concluido la adición del 
aminoácido arginina correctamente y así evitar obtener mezclas de péptidos. 
Esta agitación se mantiene durante 30 minutos. 
Posteriormente, la resina fue lavada con 3 veces DMF/ 3 veces DCM, y se le 
adicionó piperidina al 20 % en DMF para la eliminación del grupo protector Fmoc 
que se encuentra en el N-terminal, como se indicó en el punto 4.3.4, para acoplar 
el segundo aminoácido hasta completar o adicionar el ultimo aminoácido de la 
cadena peptídica. En las siguientes tablas 2 y 3 se detallan los cálculos y las 
etapas de acople del primer aminoácido. 
 
Tabla 2: Cálculos para el primer acople del primer aminoácido Arg a la resina  
 
 
Tablas 3: Cuadro resumen del procedimiento para el acople del primer del aminoácido a la resina. 
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4.4.2 Incorporación del segundo aminoácido arginina (Arg) a la resina 
cloruro de 2-clorotritilo. 
Una vez verificado el primer acople y la desprotección del N-terminal se dio inicio 
al acople del segundo aminoácido.  
En un tubo falcón de 15 mL se agregaron 389,29 mg de Fmoc-Arg (3 
equivalentes), 85 mg de OXIMA y 93 μL de DIC en 2 mL de DMF, para una 
completa homogeneidad de la disolución se utilizó un vortex.  
La mezcla se vertió sobre la peptil-resina y se dejó reaccionar durante 90 minutos 
en el agitador orbital. (el tiempo de acople depende de cuan voluminoso sea el 
aminoácido) En las tablas 4 y 5, se indica los cálculos y el proceso de acople de 
este segundo aminoácido. 
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Tabla 4: cuadro resumen de los cálculos del segundo aminoácido a tratar 
 
 
Tabla 5: Cuadro resumen de las etapas del acople del segundo aminoácido a la resina. 
 
 
59 
 
Para continuar con el acople de los restantes aminoácidos hasta la elongación 
completa del péptido TAT (H2N- Cys-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-
Arg-COOH) se prosiguió según se indicó en las tablas 4 y 5 en donde lo único 
que varía son los miligramos de aminoácidos a utilizar dependiendo del 
aminoácido a incorporar como se señala en la tabla 6. 
 TAT: H2N- Cys-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-COO H 
 
Tabla 6: Cuadro resumen de las cantidades a agregar a la síntesis del péptido TAT. 
 
Finalmente, el péptido fue escindido de la resina y todos los grupos protectores, 
fueron eliminados como se indicó en el punto 4.3.5 a). 
 
 
4.5  Síntesis del péptido DV3. 
Secuencia: 
H2N- Cys-Leu-Gly-Ala-Ser-Trp-His-Arg-Pro-Asp-Lys-COOH 
4.5.1 Incorporación del primer aminoácido lisina (Lys) a la resina 
cloruro de 2-clorotritilo. 
A la resina previamente tratada con DMF y DCM se le adicionaron 93,71 mg del 
aminoácido lisina con protección Fmoc/tBu disueltos en 2 mL de DMF y 53 μL 
de DIEA. Esta mezcla se vertió sobre la jeringa que contenía la resina 
adicionando un exceso de 324 μL de DIEA para convertir todo el ácido 
carboxílico en carboxilato. Se dejó en agitación durante 60 minutos en un 
agitador orbital, terminado este tiempo se agrega 160 μL metanol y se sigue el 
mismo procedimiento de lavado (tabla 3).  
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4.5.2 Incorporación del segundo aminoácido ácido aspártico (Asp) a la 
resina cloruro de 2-clorotritilo. 
Al verificar correctamente el acople y la eliminación del grupo Fmoc del primer 
aminoácido se da inicio al acople del segundo aminoácido. 
En un tubo falcón de 15 mL se agregan 246,9 mg de Fmoc-Asp (3 equivalentes), 
85 mg de OXIMA para evitar su racemización y 93 μL de DIC para activar el 
grupo ácido carboxílico. Estos se disuelven en 2 mL de DMF utilizando un vortex 
para disolverlo completamente. 
Una vez disuelto se vertió a la jeringa que contiene a la resina-peptidil y se agita 
durante 90 minutos. Transcurrido este tiempo la resina es lavada con DMF y 
DCM, 2 minutos cada una. Posteriormente, se procedió a desproteger el grupo 
Fmoc para iniciar el acople del tercer aminoácido.  
El acople de los restantes aminoácidos hasta completar la secuencia del péptido 
DV3, se prosiguió según se indicó en las tablas 4 y 5 en donde lo único que varía 
son los miligramos de aminoácidos a utilizar dependiendo del aminoácido a 
incorporar como se señala en la tabla 7. 
 Una vez terminada la secuencia, el péptido fue escindido de la resina y todos 
los grupos protectores eliminados como se detalló en el punto 4.3.5 a). 
DV3: H2N- Cys-Leu-Gly-Ala-Ser-Trp-His-Arg-Pro-Asp-Lys-COO H 
 
Tabla 7: Cuadro resumen de las cantidades a agregar a la síntesis del péptido DV3. 
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4.6  Síntesis del péptido BH3-Boc-protegido. 
Secuencia: 
Boc-HN-Leu-Arg-Arg-Met-Ala-Asp-Asp-Leu-Asn-Ala-Gln-Tyr-COOH 
 
4.6.1 Incorporación del primer aminoácido tirosina (Tyr) a la resina 
cloruro de 2-clorotritilo. 
La resina previamente a la incorporación del primer aminoácido fue tratada con 
lavados de DMF y DCM. Se disolvieron 91,88 mg del aminoácido tirosina con 
protección Fmoc en 2 mL de DMF y 53 μL de DIEA. La mezcla se trasvasija a la 
resina agregando además un exceso de 324 μL de DIEA para convertir todo el 
ácido carboxílico en carboxilato por un tiempo de agitación de 60 minutos, 
terminado este tiempo se agrega 160 μL de metanol y se sigue el mismo 
procedimiento de lavado (tabla 3). 
Una vez que se ha verificado el acople del primer aminoácido y que el grupo N-
terminal de éste está libre se procedió al acople del segundo aminoácido. 
 
4.6.2 Incorporación del segundo aminoácido glutamina (Gln) a la 
resina cloruro de 2-clorotritilo. 
Al verificar correctamente el acople y la eliminación del grupo Fmoc se dio inicio 
al segundo acople correspondiente a la glutamina. 
En un tubo falcón de 15 mL se agregaron 366,43 mg de Fmoc-Gln (3 
equivalentes), 85 mg de OXIMA para evitar su racemización y 93 μL de DIC para 
activar el grupo carboxílico. Estos se disolvieron en 2 mL de DMF utilizando un 
Vortex para disolverlo completamente. 
Una vez disuelto se vertió a la jeringa que contiene el primer acople durante 90 
minutos en el agitador orbital. 
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Transcurrido el tiempo se toma la jeringa para colocarlo en el equipo de filtración 
al vacío y empezar con el lavado de 3 veces DMF y 3 veces DCM 2 minutos cada 
una. Después se le realizó el test de ninhidrina para verificar que no haya grupos 
aminos libres, para continuar con el lavado de piperidina 2 veces por 5 minutos 
cada una, después nuevamente se lava con 3 veces DMF y 3 veces DCM  2 
minutos cada una para poder realizar el test de ninhidrina y verificar que el grupo 
Fmoc se hubiese eliminado dejando así el grupo amino alfa libre para poder 
iniciar el tercer acople de la síntesis peptídica.  
Para continuar con el acople de los restantes aminoácidos y poder terminar la 
secuencia completa del péptido BH3-Boc protegido se prosiguió según se indicó 
en las tablas 4 y 5 en donde lo único que varía son los miligramos de aminoácidos 
a utilizar dependiendo del aminoácido a incorporar como se señala en la tabla 8.  
BH3: Boc-HN-Leu-Arg-Arg-Met-Ala-Asp-Asp-Leu-Asn-Ala-Gln-Tyr-COOH 
 
Tabla 8: Cuadro resumen de las cantidades a agregar a la síntesis de péptido BH3-Boc protegido. 
 
 
 
4.6.3 Escisión del péptido BH3-Boc protegido de la resina. 
Cuando se terminó de acoplar el ultimo aminoácido (Leu-Boc) se escindió el 
péptido protegido de la resina dejando todas las cadenas laterales protegidas 
debido a que este péptido se unió a la furfurilamina para luego formar el ciclo 
aducto de Diels-Alder con el espaciador diSHA como se detallará más adelante 
(punto 4.7) 
Para el procedimiento fue necesario montar un sistema como se muestra en la 
figura 22. Una vez instalado el sistema con la jeringa ya puesta sobre la llave se 
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adicionaron 10 mL de la solución TFA al 1% en DCM, el volumen de los 10 mL 
fue dividido en porciones de 2 mL, agitándose con la varilla de teflón para que el 
péptido se comience a escindir de la resina. 
Por otra parte, el péptido se recogió en el matraz de fondo redondo con agitación 
constante. Terminado el procedimiento fue necesario eliminar el solvente que 
está contenido en el péptido mediante un rotaevaporador quedando un sólido en 
las paredes. El sólido fue disuelto en acetonitrilo al 10% en agua colocado en un 
tubo falcón de 50 mL para después ser congelado con nitrógeno líquido y 
finalmente ser liofilizado durante un periodo de 2 a 3 días para su posterior 
caracterización (tabla 9). 
 
Tabla 9: Cuadro resumen del procedimiento del clivaje al 1% TFA/DCM del péptido BH3-Boc. 
  
 
 
4.7  Formación del BH3-aducto Diels-Alder. 
 
4.7.1 Síntesis del BH3-furfurilamida (BH3-FAM). 
Antes de formar el ciclo aducto Diels-Alder con el péptido BH3-boc protegido, 
éste último debe ser unido a la furfurilamina para la formación del dieno.  
En un vial de 5 mL con agitación se agregaron 82 mg del péptido BH3-Boc 
protegido, 12 mg de HBTU, 5 μL de DIEA y 3 μL de furfurilamina, la reacción se 
dejó agitando durante 12 horas (tabla 10). 
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Tabla 10: Cuadro resumen de las cantidades de los reactivos a usar en la síntesis del BH3-FAM 
 
 
 
Una vez concluido el tiempo de reacción, el producto se precipitó en agua milli-
Q en un falcón de 50 mL y se centrifugó a 3500 rpm durante 10 minutos 
eliminando el sobrenadante para así disolver el sólido en acetonitrilo al 10 % en 
agua y ser congelado con nitrógeno líquido para posteriormente ser liofilizado 
entre 1 y 2 días dependiendo de la cantidad de volumen agregado. 
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4.7.2 Desprotección de los grupos laterales del péptido BH3-FAM  
Una vez obtenido el producto se procedió a eliminar los grupos protectores 
laterales que están presentes en el péptido. 
Para ello se trasvasijó en un matraz de fondo redondo de 100 mL y se le adicionó 
en porciones de 2 mL de la mezcla (TFA/TIS/H2O) al 95% hasta completar un 
total de 10 mL, agregando inmediatamente 120 μL de TIS. Luego de este 
procedimiento se dejó en agitación durante 90 minutos y por otros 60 minutos 
por cada arginina presente en el péptido. 
Cuando se finalizó este proceso la solución se recogió en un tubo falcón de 50 
mL con 30 mL de éter frÍo para precipitar el péptido. La solución fue centrifugada 
las veces necesarias para eliminar la mayor parte del TFA. El péptido se disolvió 
en acetonitrilo al 10 % en agua y se congeló en nitrógeno líquido para su posterior 
liofilización durante un periodo de 2 a 3 días. Una vez seco se guardó a 4 ºC para 
su posterior caracterización. 
 
4.7.3 Formación del aducto Diels-Alder con el péptido BH3-FAM 
En un vial se agregaron 22 mg de BH3-FAM (2 equivalentes) y 4 mg de N,N'-
(disulfanediylbis(ethane-2,1-diyl))bis(6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1 
yl)hexanamide) diSHA (1 equivalente). La reacción se dejó con agitación durante 
12 horas para completar la reacción de Diels-Alder (tabla 11). 
Tabla 11: Cuadro resumen de las cantidades de reactivos para la formación de Diels-Alder. 
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4.8 Funcionalización de las NPAu-b con los péptidos TAT, DV3 y BH3-
aducto Diels-Alder. 
Para la funcionalización de las NPAu-b con los péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto 
Diels-Alder se mezcló una cantidad equimolar de los tres péptidos. 
En un vial de 10 mL se añadió 4 mL de solución de NPAu-b sin funcionalizar de 
concentración 1 nM. Posteriormente, a las NPAu-b se les fue adicionando la 
disolución de los péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto Diels-Alder, previamente 
disueltos en 1 mL de DMF con agitación constante, siguiendo el esquema de la 
tabla 12. 
 
Tabla 12: Adición de la mezcla de péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto Diels-Alder a las NPAu-b para su 
funcionalización. 
 
 
Una vez adicionado un volumen total de 1000 µL se dejó en agitación constante 
y a temperatura ambiente durante 24 horas para completar la funcionalización. 
Luego la disolución fue centrifugada a 4000 rpm por 60 minutos, para poder 
eliminar el sobrenadante, ya que puede contener exceso de péptido que no se 
haya unido a la superficie de la NPAu-b, y asegurarnos que en el pellet solo 
encontremos NPAu-b funcionalizadas con los péptidos la cual fue 
resuspendido en 4 mL de agua Milli-Q para su posterior irradiación. 
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4.9 Irradiación de las NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y    
BH3-aducto Diels-Alder con láser de 808 nm. 
Una muestra de 250 µL de NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y 
BH3-aducto Diels-Alder resuspendiadas anteriormente en agua milli-Q fue 
irradiada con un láser de 808 nm y con una potencia de 350 mW en una cámara 
cerrada, donde el láser fue puesto sobre la muestra de tal manera que cubriera 
toda la solución (figura 23). La muestra fue irradiada durante 24 horas. 
 
 
Figura 23: Representación del montaje de irradiación. La muestra, que se encuentra en el tubo, fue 
irradiada longitudinalmente con un láser de 808 nm y de 350 mW de potencia. 
 
Una vez terminada la irradiación la solución fue centrifugada a 4000 rpm durante 
60 minutos para separar el sobrenadante, el cual fue liofilizado para su 
posterior caracterización mediante MALDI con el fin de analizar si el 
péptido BH3 había sido liberado de la superficie de la NPAu-b por efecto de 
la irradiación. 
Por otra parte, el pellet de la muestra irradiada fue resuspendida en agua milli-Q 
para ser caracterizadas por espectroscopia UV visible, potencial Z y STEM para 
ver cómo se vieron afectadas estas NPAu-b con el efecto de irradiación. 
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V.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1 Síntesis y caracterización de las nanobarras de oro (NPAu-b). 
Las NPAu-b fueron obtenidas siguiendo el protocolo de síntesis mediada por 
semillas reportada por Nikoobakht y El-Sayed y modificadas por McQueen36. 
Fueron caracterizadas por diferentes técnicas como espectrofotometría UV-Vis-
NIR, STEM potencial Z y dispersión dinámica de la luz (DLS). 
El espectro de absorción de las NPAu-b (figura 24) presenta las dos bandas 
características para las NPAu-b, el lado longitudinal y transversal. Con un 
máximo de absorción para la banda longitudinal de 703 nm, lo cual concuerda 
con relaciones de aspecto reportadas en la literatura. El pico es angosto lo que 
estaría indicando una distribución de relaciones de aspecto uniformes. La banda 
de absorción transversal en 520 nm no presenta ningún hombro lo que nos indica 
la ausencia de formas esféricas, ya que justamente a esa longitud de onda se 
ubica el máximo de absorción característico de las NPAu-esféricas.  
 
Figura 24: Espectroscopia UV-Vis de las NPAu-b. Se observan dos bandas plasmónicas a 520 nm y a 703 
nm (transversal y longitudinal, respectivamente). 
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En la imagen de STEM (figura 25-a) no se observa una agregación visible de las 
NPAu-b y la relación de aspecto de la gran mayoría fluctúa en 3, como se indica 
en el histograma de relación de aspecto de la figura 25-b, el cual fue realizado 
con una población de 150 NPAu-b, y es lo que se esperaba según lo observado 
en los espectros de absorción.  
 a)        b) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25: a) Imagen del STEM de la población de NPAu-b. b) Histograma en relación al largo y ancho 
NPAu-b. 
En la figura 26 se muestran las mediciones del radio hidrodinámico de las NPAu-
b en suspensión mediante fluctuaciones de la luz dispersadas por el coloide. En 
este caso se obtuvo un radio hidrodinámico de la NPAu-b de 10 nm de ancho y 
36 nm de largo con un PdI de 1. 
 
Figura 26: Histograma de radio hidrodinámico por DLS de las NPAu-b; 10 nm de ancho y 36 nm de largo 
con un PdI de 1. 
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En la figura 27 se observa el potencial zeta para las NPAu-b con un valor de + 47 
mV característico para este tipo de nanopartículas debido a que su agente 
estabilizante es el CTAB que le confiere cargas positivas en torno a la NPAu-b.  
 
Figura 27:  potencial Z de las NPAu-b con un valor de + 47 mV. 
 
5.2 Síntesis y caracterización de los péptidos TAT, DV3 y BH3-boc 
protegido. 
 
5.2.1 Síntesis de los péptidos TAT, DV3 y BH3. 
La síntesis de los péptidos se llevó a cabo en fase sólida siguiendo la estrategia 
Fmoc/tBu, usando la resina cloruro de 2-clorotritilo con un grado de 
funcionalización de 1 mmol/gramo. El esquema de la figura 28 muestra la 
reacción general del primer aminoácido con la resina.  
 
Figura 28: Mecanismo de reacción entre un aminoácido y la resina cloruro de 2-clorotritilo. 
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El grupo protector Fmoc/tBu, se eliminó eficientemente tratándolo con una 
solución al 20% de piperidina en DMF.  Para la eliminación de todos estos grupos 
protectores y escisión de los péptidos de la resina se utilizó TFA al 95%, en 
cambio el tratamiento con TFA al 1% en DCM fue suficiente para separar el 
péptido de la resina manteniendo los grupos protectores de las cadenas 
laterales. 
El test cualitativo de ninhidrina permitió verificar la presencia del alfa amino libre, 
permitiendo acoplar el siguiente aminoácido.  Así, una coloración amarilla indica 
la ausencia de aminas primarias, indicando que el grupo amino alfa se encuentra 
protegido con el grupo Fmoc. Por el contrario, una coloración azul-verdosa (test 
positivo) indica la presencia de aminas primarias. Es posible, sin embargo, que 
algunos aminoácidos, como la serina, el ácido aspártico o la asparagina no den 
la coloración azul oscuro que se espera cuando existen grupos amino libres. En 
la figura 29 se detalla el mecanismo de reacción entre un aminoácido y la 
ninhidrina. 
 
 
Figura 29: Mecanismo de reacción del test de ninhidrina con un aminoácido. Una coloración azul indica la 
presencia de amina primaria libre. 
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Por otra parte, con el test de p-cloranilo se identificaron aminas secundarias, 
como la prolina (figura 30). El reactivo reacciona con la peptidil-resina dando una 
coloración verdosa en presencia de aminas secundarias libre. 
  
 
 
Figura 30: El reactivo p-cloranilo reaccionando con la prolina. 
 
 
El grupo protector Fmoc de los N-terminales fueron eliminado eficientemente con 
tratamiento de una solución al 20% de piperidina en DMF. El mecanismo 
propuesto se detalla en la figura 31. 
 
 
Figura 31: Mecanismo de reacción, eliminación del grupo Fmoc con piperidina. 
  
73 
 
Para la escisión de la resina y la eliminación de los grupos protectores de las 
cadenas laterales de los aminoácidos se hizo con la mezcla al 95% de 
TFA/TIS/H2O. 
 
 
5.2.2 Síntesis y caracterización del péptido TAT.  
Se llevó a cabo una síntesis en fase sólida siguiendo la estrategia Fmoc/tBu y 
escindiendo de la resina y los grupos protectores de las cadenas laterales con 
una mezcla ácida al 95% de TFA/TIS/H2O, como se indicó en los apartados 
anteriores. Se obtuvo el péptido TAT cuya secuencia de 12 aminoácidos y peso 
molecular de 1662 g/mol como se muestra en la figura 32 a). El rendimiento de 
la síntesis fue de un 56 %.  
El péptido sólido y de color blanco fue caracterizado por cromatografía líquida de 
alta resolución HPLC acoplado a un detector de MS.  
En la figura 32 b) se muestra el cromatograma con un tiempo de retención Rf de 
15,097 minutos y en la figura 32 c) las masas correspondientes a los iones 
[M+2H]+/2 de 832 y [M+3H]+/3 de 555.  
 
  a) 
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      b) 
 
 
       c)    
 
Figura 32 a) Estructura de la secuencia peptídica del TAT molecular de 1662 g/mol. b) Rt del péptido TAT 
a 15 min. c) Masas correspondiente [M+2H]+/2 de 832 y [M+3H]+/3 de 555. 
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5.2.3 Síntesis y caracterización del péptido DV3. 
La síntesis del péptido DV3 fue realizada en fase sólida con la estrategia 
Fmoc/tBu y escindiendo de la resina y desprotegiendo todos sus grupos 
protectores con una mezcla ácida al 95% de TFA/TIS/H2O, como se indicó en los 
apartados anteriores. 
Se obtuvo el péptido DV3 cuya secuencia de 11 aminoácidos y peso molecular 
de 1268 g/mol como se muestra en la figura 33 a). El rendimiento de la síntesis 
fue de un 60 %.  
El péptido sólido y de color blanco fue caracterizado por cromatografía líquida de 
alta resolución HPLC acoplado a un detector de MS.  
En la figura 33 b) se muestra el cromatográma con un tiempo de retención Rf de 
15.334 minutos y en la figura 33 c) las masas correspondientes al ion 
quasimolecular [M+H]+ de 1269 y el fragmento [M+2H]+/2 de 636. 
 
     a) 
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     b) 
 
 
 
     c) 
 
Figura 33: a) Estructura de la secuencia peptídica del DV3 con una masa molecular de 1268 g/mol. b) Rt 
del péptido DV3 a 15 min. c) Espectrometría de masas correspondiente al ion molecular [M+H]+ de 1269 y 
el fragmento [M+2H]+/2 de 636.  
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5.2.4 Síntesis y caracterización del péptido BH3-boc protegido. 
La síntesis del péptido BH3-Boc-protegido fue realizada en fase sólida con la 
estrategia Fmoc/tBu se escindiendo de la resina y en este caso se mantuvieron 
todos sus grupos protectores de las cadenas laterales. Esto se realizó usando la 
mezcla ácida al 1% de TFA en DCM, como se indicó en los apartados anteriores. 
Se obtuvo el péptido BH3-boc protegido cuya secuencia de 12 aminoácidos y 
peso molecular de 2721 g/mol como se muestra en la figura 34 a). El rendimiento 
de la síntesis fue de un 57 %.  
El péptido sólido y de color blanco fue caracterizado por espectrometría MALDI-
TOF. En el caso de este péptido, debido a que se encuentra protegido aún con 
sus cadenas laterales, lo hace poco soluble en agua lo cual dificulta su detección 
por HPLC-MS. 
En la figura 34 b) se muestra el espectro de masas para el péptido BH3-boc 
protegido correspondiente a 2721 g/mol. 
 
    a) 
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   b) 
 
Figura 34: a) Estructura de la secuencia peptídica del BH3-boc protegida con una masa molecular de 
2721 g/mol. b) MALDI-MS correspondiente a la masa del péptido. 
 
 
5.3 Formación del  BH3-aducto Diels-Alder. 
 
a) Síntesis y caracterización de BH3-furfurilamida (BH3-FAM). 
El péptido BH3-boc protegido se hizo reaccionar con la furfurilamina dando el 
producto BH3-FAM con un rendimiento del 55%. 
En la figura 35 se muestran las etapas de reacción. La primera es la 
desprotonación del ácido carboxílico con DIEA y segunda etapa es la activación 
del carboxilato con HBTU como agente activador. La tercera y última etapa 
corresponde a la reacción con furfurilamina. 
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Figura 35: Mecanismo de reacción para la formación de la BH3-furfurilamida (BH3-FAM). 
 
 
Una vez terminada la síntesis del BH3 -FAM, se eliminó los grupos protectores 
de las cadenas laterales presentes en el BH3-FAM con la mezcla acida al 95% 
de TFA/TIS/H2O. La solución fue centrifugada y el sólido fue solubilizada en una 
solución de acetonitrilo al 10% en agua y luego liofilizado. El producto final, BH3-
FAM, se muestra en la figura 36 a) el cual fue caracterizado por cromatografía 
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líquida de alta resolución HPLC acoplado a un detector de MS. El compuesto 
BH3-FAM de peso molecular 1544 g/mol, muestra un tiempo de retención Rt 
=10.330 minutos (figura a y b). En la figura c) se observan los fragmentos 
[M+2H]+/2 de 516 y [M+3H]+/3 de 773. 
  
  a) 
 
 
 
    b) 
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    c) 
  
 
Figura 36: a) Estructura de la secuencia peptídica del BH3-FAM con una masa molecular de 1544 g/mol. 
b) Rt del péptido BH3-FAM a 10 minutos. c) Fragmentos correspondientes al [M+2H]+/2 de 773 y [M+3H]+/3 
de 516.  
 
b) Síntesis y caracterización del compuesto BH3-aducto Diels Alder. 
se generó el aducto de Diels-Alder entre BH3-FAM actuando como un dieno y el 
compuesto diSHA como dienofilo, este último sintetizado en la unidad de 
investigación de Maite Goñi, la reacción se llevó a cabo con 2 mol de BH3-FAM 
por 1 mol de compuesto diSHA en DMF (figura 37). Se obtuvo un producto sólido 
con un 82 % de rendimiento. 
 
 
Figura 37: Compuesto BH3-aducto Diels-Alder cuya masa molecular es de 3626 g/mol. R representa el 
número total de aminoácidos. 
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El compuesto BH3-aducto Diels-Alder fue caracterizado por cromatografía 
líquida de alta resolución HPLC acoplado a un detector de MS en la figura 38. 
En la figura 38 a) se muestra el cromatograma con un tiempo de retención Rt 
=10,303 minutos correspondiente al producto sintetizado y en la figura 38 b) se 
observa el ion [M+4H]+/4 correspondiente a la masa 907 g/mol.  
 
        a) 
 
   
          b) 
 
Figura 38: a) Rt del péptido BH3-aducto Diels Alder a 10 min. b) Masa correspondiente a [M + 4H] +/4 de 
907 g/mol. 
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En el espectrómetro de masa de la figura 38 b) se puede observar el fragmento 
[M + 2H] +/2 de masa de 1042 g/mol correspondiente al péptido BH3 unido por 
un solo lado al espaciador diSHA, como se muestra en la figura 39. Nuestro 
laboratorio ha comenzado la purificación del producto con una columna C18.  
 
 
 
Figura 39: Unión del péptido BH3-FAM sólo por un lado al espaciador diSHA. 
 
5.4 Funcionalización de las NPAu-b con los péptidos TAT, DV3 y BH3-
aducto Diels-Alder. 
Los péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto Diels-Alder fueron funcionalizadas a la 
superficie de las NPAu-b (figura 40). Esto se realizó con una mezcla equitativa 
(1:1:1) de los tres péptidos en la solución de NPAu-b. Luego la solución fue 
centrifugada para eliminar el sobrenadante, que corresponde a péptidos que no 
se funcionalizaron sobre la superficie de las NPAu-b y el pellet fue resuspendido 
en agua milli-Q.  
 
Figura 40: Los péptidos TAT, DV3 y HB3-aducto Diels-Alder funcionalizadas sobre la superficie de las 
NPAu-b. 
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Las NPAu-b funcionalizadas fueron caracterizados mediante espectroscopia UV-
Visible y potencial Z. 
En la figura 41 a) se hace una comparación de las NPAu-b sin funcionalizar y las 
NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto Diels-Alder. 
La señal en azul muestra un desplazamiento batocrómico para la zona 
transversal y longitudinal de la NPAu-b, de 520 a 530 nm y de 703 a 737 nm 
indicando que el plasmón de superficie se ha desplazado debido a la 
funcionalización de los péptidos en la NPAu-b. 
 
 
      a)  
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El valor del potencial Z con un valor positivo de +43 mV, es indicativo la carga 
positiva que adquiere, en este caso, las NPAu-b funcionalizadas. Es importante 
destacar que el péptido TAT (punto isoeléctrico = 11) y el péptido DV3 (punto 
isoeléctrico=9) y BH3 (punto isoeléctrico 9.9) se encuentran cargados 
positivamente al pH= 6 en el cual se realizó la funcionalización. 
 
        b) 
 
Figura 41: a) Espectrometria UV-VisIble de las NPAu-b funcionalizadas  con los péptidos TAT, DV3 y 
BH3-aducto Diels-Alder. b) Potencial Z con un valor de +43 mV. 
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5.5 Irradiación de las NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y 
BH3-aducto Diels Alder con láser de 808 nm. 
La solución de NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y BH3-aducto 
Diels-Alder resuspendidas en agua mili-Q fueron irradiadas con un láser de 808 
nm y 350 mW durante 24 horas como se muestra en la figura 42, para dar los 
productos B y C. 
 
 
 
Figura 42: Esquema de la irradiación de la solución de NPAu-b funcionalizadas con los peptidos TAT, DV3 
y BH3-aducto Diels-Alder. En el lado derecho de la imagen se observa el desde la superficie de la NPAu-b, 
debido a la reacción retro Diels-Alder, del péptido antitumoral BH3 (compuesto C).  
 
Una vez finalizada la irradiación, la muestra fue inmediatamente centrifugada a 
4000 rpm durante 60 minutos para separar el sobrenadante en donde 
deberíamos esperar la liberación del antitumoral BH3 (figura 42 compuesto C) y 
el pellet que contiene a las NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 
y el espaciador diSHA. (figura 42 compuesto B). 
El pellet fue resuspendido en agua y caracterizado mediante espectrofotometría 
UV-Visible y potencial Z (figura 43 y 44, respectivamente). 
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El espectro UV-visible muestra la diferencia entre una solución de NPAu-b 
funcionalizadas no irradiadas banda color verde y el espectro de las NPAu-b 
funcionalizadas e irradiadas, en color rojo. 
 
 
Figura 43: El espectro UV-Visible comparativo entre la solución de NPAu-b funcionalizadas con los péptidos 
banda color verde y el espectro de las NPAu-b funcionalizadas e irradiadas, en color rojo. 
 
 
En el espectro se pueden apreciar que en la parte transversal de la NPAu-b, se 
produjo un desplazamiento hipsocrómico de 530 a 524 nm, indicando que hubo 
una disminución en el tamaño de la NPAu-b, debido a que la superficie de la 
NPAu-b cambió. Por otra parte, el mismo cambio se observó en la parte 
longitudinal pasando de un valor de 737 a 729 nm. 
Estos datos son indicativos de la disminución en el radio hidrodinámico de la 
NPAu-b que puede ser atribuida a la reacción de retro-Diels-Alder. 
En la figura 44, se muestra el potencial Z para la muestra de NPAu-b 
resuspendida en agua milli-Q. El potencial Z disminuyó a +41 mV con respecto 
al valor de la muestra no irradiada que era de +43 mV, esto da cuenta que la 
carga de la NPAu-b ha disminuido debido a la escisión del péptido BH3. Dicho 
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péptido posee un punto isoeléctrico de aproximadamente 9.9 por lo que al 
escindirse de la NPAu-b se genera una disminución de la carga positiva. 
 
 
Figura 44: Potencial Z para las NPAu-b irradiadas y resuspendidas en agua milli-Q con un valor +41 mV. 
 
A estas NPAu irradiadas se le realizó una caracterización por STEM para saber 
si sufrieron algún cambio estructural debido al efecto de irradiación. 
Observando detalladamente la figura 45 las NPAu irradiadas no sufrieron 
cambios estructurales ya sea por derretimiento o fundición de la nanopartícula 
por efecto de irradiación por lo que nos da indicios que siguen estando intactas. 
 
 
Figura 45: Imagen de NPAu irradiadas. Caracterizadas por STEM. 
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5.6 Espectrometría de masas MALDI-TOF para el sobrenadante de la 
muestra irradiada. 
En la figura 46 se muestra el espectro. En donde se compararon con las masas 
de los péptidos TAT (fórmula, C67H123N33O15S; masa monoisotópica, 1661,9597 
g/mol), DV3 (fórmula, C55H84N18O15S; masa monoisotópica, 1268,6084 g/mol) y 
BH3-FAM (fórmula, C66H105N21O20S; masa monoisotópica, 1543,7565 g/mol) se 
estimaron las señales teóricas monoisotópicas en m/z 1662,9670, m/z 
1269,6157 y m/z 1544,7638 respectivamente y que corresponderían a sus 
formas protonadas (especie [M+H]+). A partir de los datos experimentales se 
observaron las señales m/z 1544,9366 (figura 45) indicando rápidamente que la 
muestra corresponde al péptido BH3 furfurilamida, lo cual indica que al irradiar 
el conjugado de NPAu-b funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y BH3 
aducto Diels-Alder, sólo el péptido BH3-FAM se ha desprendido de la superficie 
de la nanopartícula ya que el efecto de irradiación calentó la NPAu-b produciendo 
la reacción retro Diels-Alder y liberando así el péptido antitumoral. 
 
 
Figura 46: Espectrometría de masas MALDI para la solución del sobrenandante liofilizado después de la 
irradiación. En la imagen se puede observar la masa con un valor de 1544 g/mol correspondiente al 
compuesto BH3-FAM. 
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VI. CONCLUSIÓN  
• Se sintetizaron las NPAu-b siguiendo la metodología descrita 
caracterizándolas mediante STEM, UV-visible, DLS y potencial zeta.  Se 
obtuvieron las NPAu-b con relación de aspecto largo/ancho 3:1 las que son 
adecuadas para aplicaciones biomédicas, debido a su plasmón superficial 
centrado en la región del NIR. 
 
• Se sintetizaron los péptidos TAT, DV3 y BH3 en fase sólida siguiendo la 
estrategia Fmoc/tBu, obteniendo un rendimiento de péptidos de 56%, 60% 
y 57% respectivamente. 
 
 
• El péptido BH3-FAM se conjugo con el espaciador diSHA mediante una 
unión covalente a través de un aducto Diels-Alder que además contiene un 
puente disulfuro que facilita la quemiabsorcion a las NPAu-b. 
 
• Las NPAu-b fueron funcionalizadas con los péptidos TAT, DV3 y BH3-
aducto Diels Alder. 
 
• Se ha logrado cumplir con el objetivo de esta unidad de investigación, que 
fue la de liberar el péptido antitumoral BH3 de la superficie de la NPAu-b 
mediante una reacción retro Diels Alder por el efecto de la irradiación y 
fototérmico. 
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8. Carbó-Argibay E, Rodríguez B, Pastoriza I, Pérez J, Marzán L. Growth of 
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